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PROTEINE HOMOLOGUE DE L '.ANGIOGENINE HUMAINE 



5 



La presente invention est relative a une nouvelle 
10 proteine d 'environ 17 KD, a action angiogenigue, a son proce- 
de d'isolement a parti r de lait de mammiferes, a des composi- 
tions therapeutigues la contenant, a un procede de detection 
et/ou de dosage, ainsi gu'a des reactifs imraunologigues de 
detection et/ou de dosage des angiogenines de mammiferes, de 
15 leurs homologues et de leurs fragments. 

A la suite du travail de pionnier de J, FOLKMAN 
(cf. J„ Exp. Med., J33_' 275 (1971 )), gui a demontre gue la 
croissance d'une tumeur reguiert une alimentation sanguine 
importante, celle-ci etant realisee par la croissance conti- 
20 nue de nouveaux vaisseaux sanguins ; il a suggere gue cette 
croissance resulte de la presence d'une substance diffusible 
gu'il a denommee "Tumor angiogenesis factor" (TAF) , plusieurs 
proteines gui stimulent 1 1 angiogenese ont ete isolees 
/ (FOLKMAN et al., Science, (1987), 235, 442). Parmi ces subs- 

1 25 tances, 1 ' angiogenine , proteine d'origine humaine, a ete pu- 
rifiee par l'Eguipe de VALLEE, de meme gue le clonage de son 
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J-W. et al.,( B iochem, (1985), 24, 

11 an 9iogenine humaine a M rn, -, 
cellules intestinales humaines „ ,T 

cellules intestinales HT 29 secrete' "ILl ■ *" 
cans 1. Brtlieu da calture A " t * nt 1 «9"9en lne humaine 

r P as ta se-^/oT^rx^^r--" 

Braa "r la! "* U " <th ° d * - 

vAnax. Biochem., 1975, 11 oao a 

fixation de colorant, en utili sant i a s tT P * r 
puis oar i- „ V nt3aisant la SAB comme standard), 

P»" Par la methode decrite dans Biochem, 19B6 , 25 3 ' 

732, par SHAPIRO et Al.. La s , guence en ^^.^ 
egalement precisee par strydom », ,„ acxdes a ete 

24, p. 5486-5494). * ( BIOCHEMISTRY (1985), 

L'angiogenine humaine est une nm+ a ' f 
masse moleculaire est de 14 400 D. ? * 13 

L'angiogenine isolee de cellules t» mn r a i 

aciaes et aont la sequence est la suivante : 



Gln-Asp-Asn-Ser-Arg-Tyr-Thr-Bis-Phe-Leu-Thr-Gln- 

Tyr-Cys-Glu-Ser-Ile-HatBO.^.^^^ ^ ' 

Ser- Pc o-c y s-Lys-Ar 9 -Ue- A sn-Thr-P h e45. I1 L ais ^ r . 

Asn-Lys-Arg-Ser-ne-Lys-Ala-Ile-Cys-Glu-Asn-x.ysSO. 
Asn- G ly-Asn-P r o-His-Ar g - G l„- A sn-Leu- Arg - Il6 . s : r . I , ys 

Ser-Ser'S-Pne-Gln-val-Thr-Thr-Cys-Lys-l.eu-Bis-cly! 

s lv"Lrr e Tr Asn " vai " vai - vii,o5 - Aia - c ^- Gi ^n- 

Gly-Leu-Pro-Val-ais-Leu-Asp-Gln-ser-lle-Phe^O.^,. 
Arg-Pro 1 23_ OH ^9 

L'amino-acide C-terminal est la proline • trai, 
Ponts disul.ure lient les cysteines 26-81, 39-92 et 57-107 

35 a 35% de c^TT ^ 1,M * 10 ***" i« est homologue 

de celle de la rxbonuclease humaine pancreatine, en 
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particulier en ce qui concern, les amino-acides essentiels a 
1 activite nbonucleolytigue (cf. BIOCHEMISTRY, (1985), 24 
5494-549S. KURACHI et A1 .,. L . activit , de 

5 soT" t? imP ° rtante ' * Uis * Ue 50 »«■ soit 3.3 pico-ol.., 

5 sent capables d'entrainer une vascularisation de la cornee de 
lap*n et 35 fentomoles sent capables d'induire la 
vascularisation de l'embryon de poulet. 

II est connu de preparer 1 ' angiogenine humaine 
parclonage. Le clonage du gene codant pour 1 ' angiogenine 
.10 humaine permet de preparer des guantites satisf aisantes par 
1 intermediate de systen.es depression adeguats. Neanmoins, 
de telles methodes sont couteuses. 

^ II s'est avere necessaire de rechercher un compose 
qui presenterait des propri^tes similaires a celles de 
1 angiogenine humaine et dont le precede detention serait 
plus simple et moins couteux. 

La presente invention s'est en consequence donne 
pour but^de pourvoir a une nouvelle proteine presentant des 
proprietes similaires a celles de 1 'angiogenine humaine, ob- 
tenue par des moyens peu couteux et faciles a mettre en oeu- 
vre, permettant des rendements quantitatifs eleves 

C'est aussi un but de 1' invention de pourvoir a un 
nouveau precede detention de ladite proteine, ne presentant 
Pas les inconvenients des precedes de l'Art anterieur • en 
effet, ce nouveau precede permet d'ebtenir d • importantes 
guantites de la proteine en question a un cout tres bas, ce 
qui, dans le cadre de la fabrication industrielle de composi- 
tions pharmaceutiques contenant cette proteine, presente des 
avantages importants. 

30 ' C ' est encore un de I* invention de pourvoir a 

des compositions pharmaceutiques contenant ladite proteine. 

C'est egalement un but de 1- invention de pourvoir a 
un agent de detection et de dosage des angiogenines de mammi- 
feres, de leurs homolegues, de leurs fragments, dans des 

■35 fluides biologiques. 
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C'esten outre un but de 1 'invention de pourvoir a 
un kit de detection et de dosage des proteines susdites dans 
lesdits fluides. 

La presente invention a pour objet une proteine, 
5 caracterisee en ce qu'elle presente une sequence qui 
comporte125 amino-acides, et repond k la formule I ci-apres : 

(I) Ala"I-<21n-Asp-Asp-Tyr5-Arg-Tyr-Ile-His-Phe 1 0- 
Leu-Thr-Gln-His-Tyr15_ Asp _ Ala _ Ii y S _ Pro _ Lys20 _ 

Gly-Arg-Asn-Asp-Glu 2 5-Tyr-Cys-Phe-Asn-Met 3 0_ 
Met-Lys-Asn-Arg-Arg35_ Leu _ Thr _ Arg _p ro _ Cyg4 o 

Lys-Arg-Arg-Asn-Thr45-phe-Ile-His-Gly-Asn50 
Lys-Asn-Arg-Ile-Lys55_ A i a _ Ile _ Cys _ Glu _ Asp6 ( ) _ 

Arg-Asn-Gly-Gln-Pro s 5-Tyr-Arg-Gly-Asp-Leu70_ 

Arg-Ile-Ser-Lys-Ser 7 5-Glu-Phe-Gln-Ile-Thr80_ 
Ile-Cys-Lys-His-Lys85_ G i y _ Gly _ Ser _ Ser _ Arg 9o_ 

Pro-Pro-Cys-Arg-Tyr 95 -Gly-Ala-Tnr-Glu-Asp 1 °0- 

Ser-Arg-7al-Ile-Val 1 05_val-Gly-Cys-Glu-Asn 1 1 0 
Gly-Leu-Pro— Val-His115_p he _ Asp _ Glu _ Ser _ phel2 oi 

Ile-Thr-Pro-Arg-His 125 ~OH r 

20 

en ce que 81 amino-acides de sa sequence sont communs avec 
l'angiogenine humaine, et en ce que son poids moleculaire est 
d'environ 17 KD. 

La masse moleculaire a ete evaluee en comparant la 
Vitesse de migration e'lectrophoretique de ladite proteine bo- 
vine a celle des temoins suivants : la myoglobine (P.M. : 
17 200), la myoglobine 1 + 2 (P.m. : 14 600), la myoglobine A 
(P.M. r 8 240), la myoglobine 2 (P.M. : 6 380), la myoglobine 
3 (P.M. : 2 560) (Pharmacia). 

Dans la composition de ladite proteine 17 KD, de- 
termined apres hydrolyse acide totale, les amino-acides sui- 
vants sont presents dans les proportions ci-apres : 
Phe : 6, Leu : 4, He : 9, Met : 2, Val : 4, Pro : 7, 
35 Ser : 6, Thr : 6, Ala : 4, Tyr : 6, His : 6, Glu(Gln) : 10, 
Asp(Asn) : 16, Lys : 9, Arg : 15, Gly : 9, Cys : 6. 
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-che ou par clonage ou par voie £ — de 

a ltinvention , ^^1- ^ 17 KD 

" un peptide qui present. ? Pa ? lculier « 
amino-acides : 6 la Se 9uence suivante en 

Leu70- Arg . Ile _ Ser -lyr-Arg-Gly-Asp- 
dont 9 restes 

I'angiogenine humaine. sequence 58-72 de 

~ un Peptide qui presente 1* 
anuno-acides : 6 la se 9uence suivante en 

15 

Phe-Asp-Glu-.Ser-Phe120.Hg__,. _ 

» s. a u::n;" 0 r;r- pro - vai - Bisn5 -« 

identiques ; * " Ce 7 res tes sur 8 Sont 

-ides suival^' ^'"^ la S ^-e en ami no . 

" dent 4 Ile - Val705 - Val ^y-Cys-Glu 

f? nt . 4 restes «r 6 s'alignent sur l a - 

1 angiogenine humaine , sequence 103-108 de 

un Peptide presentant i» c «j 
anxno-acides: 13 Se <3^nce suivante en 

^ a. ino - acid ; s 7 PeP " de P--«ant la se que „ce suivante en 
^-^"-Phe-lle-His-cnv-^SO.^ 
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qui se distingue par une hoiJlogie total- * 

43-50 de 1'angiogenine humaine. ^ ^ S4gUence 

- un peptide qui presente 7 = 
amino-acides suivante : sequence en 

5 He-Lys55- Ala _ Ile „ Cys _ Glu ^ 

qui se distingue egalement par une homologie total 
sequence 53-58 de 1'angiogenine humaine ^ 

- un peptide qui presents la 
amino-acides : P^sente la sequence suivante en 



10 



Leu70. Arg _ Ile . Ser sef75 
dont 8 restes sur — -• -• m Gln 



— u c restes sur 10 .s'alignent sur la . - 
1'angiogenine humaine. 69 ~ 77 d * 

amino-acidlsT ^ en 

15 Ar9 67 -Gly-Asp f 

e^\/n P r s e . " ~ » - cellules 

20 I' invention, caracteris^ en c I * 
extraite de lait 9 ladlte P c °teine est 

"e de lait de mammif ere , notamment de vache 

Selon un mode de nic P ->„ 

Precede conforme a . av ^tageux du 

Uiorine a 1 invention, i» evi . ra ^.. 

p™***. est rUlUU par chro^toU^u ^ £ 

Selon une disposition avantageuse " , 

nu-se en oeuvre, l - ^geuse de ce mode de 

■ te ' A eiuant est un sel alcaHn ji 

f-M., not™ oe LaceJe at sod U ^ 

30 tion a.e-'es 0 : * «™~ 

Change d e cations <= hr °»"°9raphie par 
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D < . M En ! ariante k Ce mode *• mise en oeuvre, 
prealablement a 1 - extraction, le lait d-origine bovine est 
sourrus a une delipidation. 

5 Mt r - i- - el ° n ^ diSP ° Siti0n avant *9euse, la delipidation 
5 est realisee par centrif ugation. 

Selon une modalite avantageuse de cette 

tTZ elT ^ C6n ? rifU9ati0n 6St * 4000 g pendant 

JO mn et a une temperature de 4*C. 

10 . ... La P ^ SSnte inventi °" a encore pour objet une 
10 con.posxt.on therapeutique qui comprend comme compose actif 
la protexne 17 KD et/ou des fragments ou des homologies de 

" K e ' Ci, . n0tanUnent P ° Ur 1S traitemen t de troubles requerant 
1 xnh.bxt.onou 1 'augmentation de la croissance des vaisseaux 
sanguins. ux 

15 . 188 co »P^itions therapeutxques conformes a 1' in- 

vention peuvent etre utilises dans toutes les pathologies 
dans lesquelles existe un probleme de vascularisation, et no- 
tamment plaies, escarres, ulceres, g ref fes, insuf f isances 
cxrculatoxres. Elles peuvent etre egalement utilises en 
20 cosmetologie (peau, cuir chevelu). Elles peuvent aussi etre 
utxlisees dans le domaine veterinaire, notamment dans le 
diagnostic de mammites et la selection de vaches lactantes 

La presente invention a egalement pour objet un 
reactif immunologique de detection ou de dosage des angioge- 
25 nxnes de mammiferes, c.racterise en ce qu'il est choisi dans 
le group, qui comprend des anticorps anti-proteine 17 KD, des 
antxcorps anti-peptide, notamment des anticorps contre 1'un 
des peptides definis ci-dessus, lesquels anticorps etant uti- 
Uses seuls ou en melange. 

30 _ La presente invention a egalement pour objet un 

precede de detection et de dosage des angiogenines de mammi- 
feres dans des fluides biologiques, caracterise en ce que 
on fait reagir, dans des conditions appropriees, un anti- 

35 17°Tn anti " an9i0g4nine ' ^tamment un anticorps anti-proteine 
17 KD ou un anticorps anti-peptide , conformes a Invention 
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avec - un flaide biologigue suppose contenir ladite 
angiogenine, la lecture de la reaction etant effectuee par un 
moyen approprie, tel que notamment RI A/ ELISA, 
Immunofluorescence . 
5 La presente invention a en outre pour objet un kit 

de detection et/ou de dosage, dans des fluides biologiques, 
d'angiogenine de mammiferes et notamment de 1 'angiogenine 
humaine, caracterise en ce qu'il comprend : 

- une quantite appropriee, eventuellement subdivisee en doses 
unitaires, d'anticorps anti-angiogenine, en particulier 
d'anticorps. anti-proteine 17 KD ou d'anticorps anti-pep- 
tide, notamment d'anticorps contre l'un des peptides de- 
finis ci-dessus ; 

- eventuellement une quantite appropriee de tampons, dilu- 
ants, reactifs, necessaires a la mise en oeuvre de ladite 

. detection et/ou dosage. 

Outre les dispositions qui precedent, 1' invention 
comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la 
description qui va suivre, qui se refere a un exemple de pre- 
paration de la proteine selon 1' invention, ainsi qu'a un 
compte-rendu d» experimentations effectuees : 

- pour demontrer l'homologie angiogenine humaine/ 
proteine 17 KD d'origine bovine, selon 1' inven- 
tion ; 

- pour demontrer l'homologie avec la ribonucle'ase ; 

- pour demontrer l'activite sur 1 » angiogenese de 
ladite proteine 17 KD d'origine bovine. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exem- 
ples et ce compte-rendu d 'experimentations sont donnes uni- 
quement a titre d' illustration de 1' objet de 1' invention dont 
lis ne constituent en aucune maniere une limitation. 
EXEMPLE A : EXTRACTION DE LA PROTEINE 17 KD DU LAIT DE VAC HE 

50 litres de lait de vache sont de'lipides par cen- 
trifugation (4 000 xg - 30 mn - 4'C) et chromatographies sur 
une colonne de SP-Sephadex C50 (10 xlOO cm) (Pharmacia). 
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La colonne est lavee par 10 1 , . 

• «■ acetate de sodium 0,35 M p H 7 pais est S ° 1Utl ° n 
d'acetate de sodium 1,5 M pfl 8 £ * ^ P * r 5 1 

-il* de maniere a ooienfr 1 JL^T ^ 
5 sodium 0,2 h on.. , concentration en acetate de 

colonne de S-Seoh! I Chr °""°*r.phiee s.r une 

unne ae S-Sepharose Past Flow (10 v inn x , 

- "^tLn^irew^^i:^::^;^ 1 - 6 - - «*« 

g.l-filtr , Ce " e SOlUti ° n e " dessal « P« chromatooraphie de 

t " m P H ' v temps 0 minute • ion a m^* 

20 temps 15 minutes : 100 % T pA - tMDe ,„ • ^ A '* 

* ipA , temps 40 minutes : o % TpA) 

La Pigure 1 annexee represents* i- / 
tinn i - lc f'esence j.e diagramme d'elu- 

sites optics Le MoT " " " •■*>»*. Us den- 

« r«d«Jt est de 25 1 d ' ? K ° e ^ 

lipid*. 9 Pr0t " ne ' »-5 °9/l de lait de"- 

TESTS 

^^-1 8 HOMOLOGIE ANGIOSEKTK* p n> » ™- , PrrTrTnr , ■■ ,„ 

30 n KD f d T^ S d ° nt n ° US di ^Posons sur la proteine 

^ 17 KD font apparaxtre sa parente' avec i«.„„- - • Proteine 
en effet 8 1 » mi parente avec 1 angiogenine humaine ; 

effet, 81 am no-ac.des sent communs aux deux proteines : 

cenin. h analySe ^no-acides, evaluee pour 1'angio- 

genxne huma lne et determinee apres hydrolyse acide totale 

pour la proteine 17 *rn *t . . ae totale 

35 montre cue les oL- "^"' 'T'" 1 

proches! P«*«»« possedent des compositions tres 
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ANALYSE COMPAREE DES AMINO-ACIDES DE 


L'AKGIOGENINE 


HCJMAINE ET DE 


LA PROTEINE 


17 KC 


> D'ORIGINE BOVINE 




HO 


BO 


Phe 


5 


6 


Leu 


6 


4 


lie 


7 


9 


Met 


1 


2 


Val 


5 


4 


Pro 


8 


7 


Ser 


9 


6 


Thr 


8 


6 


Ala 


5 


4 


Tyr 


3 


6 


His 


6 


6 


Glu(Gln) 


10 


10 


Asp(Asn) 


14 


16 


Lys 


7 


9 


Cys 


6 


6 


Trp 


1 




Arg 


14 


15 


Gly 


8 


9 


Total* : 


116 


119 



35 



* sans Cys et Trp 

La comparison des sequences de 1 ' angiogenine hu- 
maxne et de la proteine 17 KD d'origine bovin qai figure au 
Tableau II ci-apres, raontre une homologie superieure a 
60 %. La plupart des differences sont le resultat de rempla- 
cements conservatif s . 

Les 6 restes cysteines sont en meme position, ce 
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25 



qui indigu, une structure terliaire Sinclair. » oelle fle 
a "? l59mM hU ° alne ' ™ s «l espace„,ent est necessair. dans 

5 le L t """ aleS sont ■'"Ponsabies de 1. difference de tail- 
5 le entre les deux proteines (la proteine 17 kd . 

acidee de plus , ae l^ogenine Lain,, aWn °~ 

ne qui a ° ePendant '. * U «• I'angiogenine huaai- 

la prof " P ° Sltl0n ""-^nale, uo acide pyrooluta» i0 ue, 
la protexn. ,7 KD d'origine bovine a una alanine suppled 
10 taire en position H-terminale. PPJ-emen 

peptide , ° et ? / iff " en « S, «P"9« .P«r la presence d'un 
peptide signal de 24 («» 22 ) aaino-acides {FETT J « 
Biocnea „,..,. 5480)< par ^ J*™ ; - al. 

=e Pe^T »« l« - ^.suppression de 

peptxde s« produit lors du traite».nt par la peptidase 
signal, oui clive entre 1'alanine et la g l ut a„i„e dans 

rro-Pro-Ihr-r*u-Al.-lH»u+1-ji.p- tan ..., dans 'l'an- 
giogenine nu»aine. alors cue la presence de 1 • alanine H-te - 
al6 ' e " " < al la proteine ,7 KD d^origine bovi- 

aase Signal, laissant ainsi une alanine supplemental re en po- 
sition N -ter m i„ale, evitant la modification en acide pyroglu- 
tamique observe dans I'angiogenine humaine. 

La sequence de la proteine 17KD telle qu'elle figu- 
re au Tableau n, ci-apres, a M deterge par les techni- 
ques classiques de seguencage des proteines. 
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EXEMPLE 2 - HOMOLOGIE AVEC LA RNAs* : 

R. SHAPIRO et al. (Biochem, (1 986), 25 
3527-3532) ont montre que, en pratique, tous les restes de la 
sequencer site actif de la RNAse bovine sent conserves dans 
5 1 angiogenine humaine. 

De plus, 1- observation qu'un inhibiteur de la ri- 
bonuclease humaine supprime a la fois 1'activite angiogenique 
et ribonucleolytique de 1 ' angiogenine humaine, confine que 
1 homologie angiogenine/RNAse est f onctionnellement signifi- 
10 cative. y 

Les resultats suivants confirment ces observa- 
tions (Tableau III, ci-apres) : 

- la proteine 17 KD d'origine bovine partage une homologie 
similaire avec la RNAse bovine (39 % des restes 4tant iden- 

15 txques), a celle de 1 'angiogenine humaine pour la RNAse hu- 
maine (34 % des restes etant identiques) . 

- mise a part la mutation Arg/lle . en position 43 et deux 
substitutions conservatives (Asp-69 pour Asn-68 et Phe 116 
pour Leu-115), tous les restes qui sont connus pour etre 
xmplxques dans 1'activite ribonucleolytique sont preserves 
tant dans 1 'angiogenine humaine que dans la proteine 17 KD 
d'origine bovine, indiquant une forte pression selective 
pour le maintien de cette homologie f onctionnelle significa- 
tive (Tableau III). gnirica 

La substitution de la Leu-115 de 1 "angiogenine 
humaine par la Phe-116 de la proteine 1 7 KD d'origine bovi- 
ne est d'un interet particulier : il a e te montre, par 
exemple, que dans la RNAse, le remplacement de Phe par Leu 
fais.it chuter 1'activite d'un facteur 10. Ainsi, la pre- 
sence de Phe-116 dans la proteine 17 KD, sous reserve que 
1 activite RNAse soit directement impliguee dans son ac- 
tivite biologique, pourrait etre une indication d'une 
activite superieure a celle de 1 'angiogenine humaine. 
- basee sur son homologie avec la ribonuclease A pancrea- 
tigue : l a structure tridimensionnelle de 1 'angiogenine 
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hu»ai„e a fc, , valu , e lorsque ^ ^ 
-t«x«. on t pcrte, sont rappor.es sur cette structure 

^oT^r peut ° bserver que> 4 ^"-s"" «• i. «~ 

"on Ar=/u e „ position 43 , toutes Uj substitu 
5 survxennent cans !a structure spatiale de la protein IZ 
pl^uees aans son active r ib onucleo ly t lg u=, Lt 
s-citations conservatives. 
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" P R 0^IETES BIOLOGIOaES PR r A PROTEINE 17 K D 

D'ORIGINE BOVINE . 

- Test de la membrane chorio-allantoique de 
1 oeuf de la poule : 

FETT et al f? d ' aCtiViti bi °^igue a ete decrit par 

FETT et al.(Bxochem, (1985), 24/ 5480-5486). Ce test consiste 
a apprecxer le developpement de vaisseaux sanguins au niveau 
de la membrane chorio-allantoxque de 1'embryon de Poulet 
apres application de quantites croissantes de proteine 17 KD 
d orxgxne bovine de 1'ordre de 10 ng a 1 „g. S ur 80 oeufs 
f econdes gui ont ete experiments en presence de la proteine 
17 KD, xl a ete observe un developpement de nouveaux 
va.ssea. sangains .dans 62 oeufs pour une quantite 
d angxogenxne de 50 ng. Ces resultats demontrent gue la 
protexne 17 KD selon 1' invention possede un effet sur 
1 organogeny et la croissance des vaisseaux sanguins 

a 38'e . LeS f ^ C ° nd4s SOnt P lace ^ d«n. une couveuse 

a 38 c en atmosphere a 70 % d'humidite. 

Apres 3 jours, une fenetre est ouverte dans la 
coguxlle et est fermee par une membrane permeable aux ga 2 . 

Au Seme jour, un disgue d ' une membrane imbibee de 
la solution de proteine 17 KD est xmplante sur la membrane 
c ho r xo-allant oxgue . 

Le developpement des vaisseaux sanguins qui 
convergent vers le disgue imbibe d< angiogenic est suivi a la 
loupe binoculaire au Seme, 9eme et 10eme jours. 



La proteine 17 KD . d'origine 



30 



35 



. . bovine conforme a 

1 invention peut Stre utilisee sous une forme 
pharmaceutiquement acceptable pour le traitement des troubles 
reguerant 1- inhibition ou 1 'augmentation de la croissance des 
vaxsseaux sanguins chez 1' Homme. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
1 invention ne se limxte nullement a ceux de ses modes de 
realxsatxon et d 'application qui viennent d'etre decrits de 
facon explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
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RE VEND I CAT I O Mfi 



1') Proteine, caracterisee en ce oa'-n- 
ane sequence qui comporte 125 qam ^ 
formule I ci-apres : ' 6t rep ° nd * la 

5 ^^^P^P-TyrS-Arg-Tyr-lle-His-Phel 0- 

I*n-ttr-cln-Hi8-T S rr15- A .p- Aljl . ly .. Pr Q _ 

Gl y -Arg- Asn - Asp - Glu 25. Tyr . Cys . phe _ Asn _ Met30 _ 
. Me ^Lys-Asn- A r g . A rg35. Leu . Thr ^ rg _ pro _ 

' r LyS -f^ Ar 9-^-A S n-Thr45.p he . Ile . ais 

L y s-Asn-Ar g -l le -Lys55. Ala . Ile . Cys ^ lu _ A J 6Q _ 
Ar 9-*"»-«yHSlu-Pro65- a5rr . ArgHSly . ABp _ Leu70 _ 
Arg-lle-Ser-Lys-Ser75- Glu . Phe . Gln . Ile _ Thr80 _ 
Ile-Cys-Lys-His-Lys85_ Gly . Gly . Ser _ Ser _ A _ 

Pro - pr °- c y s - Ar 9-Tyr95^ ly . Ala . Thr _ Glu _ As _ 100 _ 

Ser-Arg-Val-Ile-Val 1 05 -Val-Gly- C y S - G i u - Asn 1 1 0 
Gly-Leu-Pro-Val-HisH5. phe . Asp _ Glu _ Ser _ phel20 ^ 

Ile-Thr-Pro-Arg-His 1 25-oh, 
en ce que 81 amino-acides de sa 

1'angiogenine Wine et en ce que sin ToV ! OIWnUnS 
20 d' environ 17 KD. P ° ldB molec ^ire est 

2*) Proteine selon la revendication 1 cara( . f > . . 
en ce qu'elle r,K*=„„ ' carac terisee 

qu exie est obtenue par extraction de lait » 
res, notamment de vache. mamnufe- 

38 } Prot eine selon la revendication 1 carart< • - 
25 en ce qu'elle «k+.^ ' cara <=tensee 

4 e - LXe est obtenue par clonage. 

4") Proteine selon la revendication 1 carar ^ r . - 
en ce qu'elle «h<— , ' cara <=terisee 

qu eiie est obtenue par voie de synthase 

»• ««. , k t et p en : "pir./Ta ;° 9ue des 

^ XJ - Piesente la seguence cn : tTa ^ A 
anuno-acides : 4 ce suivante en 

Glu-Asp60. Arg . Asn ^ ly . Gln _ pro _ Tyr _ A 

Leu 7 0-Arg-ll e -Ser 
dont 9 restes sur 15 s'alignent sur i. «o 
35 I'angiog^ninehumaine. sequence . 58-72 de 



WO 89/04837 PCT/FR88/00566 

- 19 - 

6') Peptide, caracterise en ce qu'il constitue le 
fragment C-terminal de la proteine selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4 et en ce gu'il presente la sequence en 
amino-acides suivante : 

5 Phe-Asp-Glu-Ser-Phe 1 20 -Ile-Kir-Pro-Arg-His 1 25 

V) Peptide, caracterise en ce gu'il constitue un 
fragment de la proteine selon l'une quelcongue des revendica- 
tions 1 a 4 et en ce gu'il presente la sequence suivante en 
amino-acides : 

10 - Glu -Asn110_ Gly _ Leu _ Pro _ Val _ His115 _ phe 

dont 7 restes sur 8 s'alignent sur la sequence 108-115 de 
1 ' angiogenine humaine. 

8*) Peptide, caracterise en ce qu'il constitue un 
fragment de la proteine selon lune quelcongue des revendica- 
15 tions 1 a 4 et en ce qu'il presente la sequence en amino- 
acides suivante : 

Ile-Val 1 °5-val-Gly-Cys-Glu 
., t . dont 4 restes sur 6 s'alignent sur la sequence 103-108 de 
1* angiogenine humaine. 

20 9#) Pe P ti<3 e< caracterise en ce qu'il constitue un 

fragment de la proteine selon l'une quelcongue des revendica- 
tions 1 a 4 et en ce qu'il presente la sequence suivante en 
amino-acides : 

Arg-Tyr-Ile-His-PhelO_ Leu _ Thr _ Gln _ His _ Tyrl5 _ Asp _ Ala _ Lys 

25 dont 11 restes sur 13 s'alignent sur la. sequence 5-17 de 
1" angiogenine humaine. 

10') Peptide, caracterise en ce qu'il constitue un 
fragment de la proteine selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 4 et en ce gu'il presente la sequence suivante en 
3 0 amino-acides : 

Asn-Thr 4 5_ Phe . Ile _ His _ Glv _ Asn 5o_ LyS/ 

qui se distingue par une homologie totale avec la sequence 
43-50 de 1 'angiogenine humaine. 

11°) Peptide, caracterise en ce qu'il constitue un 
fragment de la proteine selon l'une quelconque des revendi- 
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cations 1 a 4 et en ce qu'il presente la 
amino-acides : Presente la sequence suivante en 

Ile-Ly S 55- Ala _ Ile _ Cys _ Glu ^ 

qui se distingue egalement par une homologie total. 
5 sequence 53-58 de 1'angiogenine humaine " 13 

fragment * U^^^ ZZ ^ ~ « 
cations 1 a 4 et en ce gu'il .hZT^ZJT 
amino-acides : sequence suivante en 

10 * Leu70 " Ar9 - Ile - Ser - L ys-Ser75. Glu _ phe __ ln 
dont 8 restes sur 10 s'alignent sur i. 

1'angiogenine humaine. * S6qUenCe 69 ~ 77 «>• 

fragment 12^7^. TA^'' " " ^ COnStit »* - 
15 tions , a 4 et e "t" V — * uelc -*- des revendica- 

aaino-acides : ' ^ PreS6nte ^ en 

Arg67-Gly-Asp, 

20 14 #) Pro< =ede d'obtention de la 

.uelconque des revendications ^ 2 ^-"^ ^ 
ladite proteine est extraite de M " qUe 

de vache. extra lt e ae lait de mammifire, notamment 



de vache. 

25 



15') Precede selon la revendication 14 carar ,- . , 
en ce que l'extraction est realist „ ! ca racterise 
Change de cations, suiv d^^T 
prie. UDe elutlon Par un eluant appro- 

tions 14 ^ » P c^— 1,Une qUelC ° n ^ - -vendica- 
30 calin dCaliL * " C- «t o» sel al- 

sodil. ^ ° r9aniqUe faibl6 ' n ° ta — *• 1-acetate de 

tions 14 ri6 P rract' Sel °' n ^ — -endica- 

-umis- a un ' e '^Z^ Ce 1- fraction eluee est 

a une deuxieme chromatographie nar 
35 cations, suivie d'im» a - S P 6 par e =hange de 

16 d une deuxieme elution par un eluan,- a ~ 
prie. ^ n eiu ant appro- 
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18*) Procede selon la revendication 17, caracterise' 
en ce que 1'eluant est un sel alcalin d'un acide organise 
faible, notamment de 1 'acetate de sodium. 

19*) Procede selon l'une quelconque des 
5 revelations 14 a 18, caracterise en ce que le produit 
obtenu est purifie par chromatographie sur colonne de 
gel-filtration. 

20 •) Procede selon la revendication 14, caracterise 
en ce que le lait est pr enablement delipide par centrifuga- 
10 tion. 3 

21°) Composition therapeutique , caracterisee en ce 
qu'elle comprend comme compose actif, la prote'ine 17 KD selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 4 et/ou des fragments 
selon l'une quelconque des revendications 5 k 13 ou des homo- 
15 logues de celle-ci. 

22°) Re'actif immunologique de detection ou de dosage 
des angioge'nines de mammiferes, caracterise en ce qu'ii est 
choisi dans le groupe qui comprend des anticorps contre la 
proteine 17 KD selon l'une quelconque des revendications 1 a 
20 4, des anticorps anti-peptide, notamment des anticorps contre 
l'un des peptides selon l'une quelconque des revendications 5 
a 13, lesquels anticorps sont utilises seuls ou en melange. 

23') Procede de detection et de dosage des angioge- 
nines de mammiferes dans des fluides biologiques, caracterise 
25 en ce que 1'on fait reagir, dans des conditions appropriees, 
un anticorps anti-angiogenine, notamment un anticorps anti- 
proteine 17 KD ou un anticorps anti-peptide, selon la reven- 
dication 22, avec un fluide biologique suppose contenir ladi- 
te angiogenine, la lecture de la reaction etant effectuee par 
30 un moyen approprie, tel que notamment test RIA , ELISA, d' im- 
munofluorescence. 

24°) Kit, ou coffret, ou ensemble coordonne, pret a 
1'emploi, pour la detection et/ou le dosage, dans des fluides 
biologiques, d • angiogenines de mammifere et notamment de 
35 1 angiogenine humaine, caracterise en ce qu'il comprend • 
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- une quantite appropriee, eventuellement subdivisee en doses 
unitaires, d'anticorps anti-angiogenine, notamment d'anti 
corps anti-proteine 17 KD ou d'anticorps anti-peptides 
selon la revendication 22. 
5 - eventuellement une quantite appropriee de tampons, di 
luants, reactifs, necessaires a la mise en oeuvre de 
ladite detection et/ou dosage. 
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